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RESUMO

A doenca inflamatoria intestinal é caracterizada como uma inflamagéo cronica da mucosa
intestinal, como exemplo, pode-se incluir a Doenca de Crohn, a qual possui etiologia idiopatica
e mecanismos ainda incertos. Ha relatos do uso de polissacarideos de algas marinhas como anti-
inflamatdrios e gastroprotetores. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a diminuicdo da
resposta inflamatdria no curso do desenvolvimento da colite experimental induzida por TNBS
em ratos. Para tanto, avaliou-se como parametros inflamatorios os escores macroscopicos e
microscopicos, o peso Umido, atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), malondialdeido
(MDA), glutationa (GSH), nitrato e nitrito e as citocinas TNF-a e IL-1p. Utilizaram-se fémeas
de ratos wistar, distribuidas em quatro grupos (SAL, TNBS, PLS e DEXA) com seis animais
em cada, submetidos a inducéo de colite por TNBS diluido em etanol a 50%. O controle do
modelo foi o grupo Salina (SAL). Os animais com colite foram tratados com o polissacarideo
da alga Digenea simplex (PLS) e Dexametasona (DEXA) 1mg/Kg. Apos trés dias, foi coletado
segmento de cdlon para analises macroscdpicas e microscopicas, peso Umido, dosagem da
atividade de mieloperoxidase, malondialdeido, glutationa, nitrato e nitrito e das citocinas TNF-
a ¢ IL-1B. Os dados paramétricos foram analisados por do teste de Newman-Keuls e para a
analise dos escores microscopicos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Dunn. Verificou-se que houve aumento do escore macroscopico e peso imido no grupo TNBS
e reducdo desse evento no grupo PLS. O grupo TNBS apresentou aumento na atividade de MPO
no célon em relacdo aos demais grupos. O grupo TNBS apresentou aumento na pontuacao dos
escores microscopicos em relacdo aos grupos tratados. O grupo PLS apresentou diminuicdo na
concentracdo de malondialdeido no cdlon em relacdo ao grupo TNBS. Em se tratando da
glutationa, percebeu-se que ocorreu um aumento significativo no grupo PLS quando comparado
com o grupo TNBS. O grupo TNBS apresentou aumento na concentragéo das citocinas (TNF-
a, IL-1B) quando comparado aos grupos tratados. O grupo PLS apresentou reducdo na
concentracdo de nitrato e nitrito em relacdo ao grupo TNBS. Concluiu-se que o polissacarideo
da alga marinha Digenea simplex apresentou acao antinflamatdria e reduziu o estresse oxidativo
durante a colite induzida por TNBS em ratos.

Palavras-chave: Doenca Inflamatoria Intestinal, Doenca de Crohn, Alga Marinha



ABSTRACT

Inflammatory bowel disease is characterized as a chronic inflammation of the intestinal mucosa,
for example, may include Crohn's disease, which has idiopathic and mechanisms still uncertain.
There are reports of the use of polysaccharides from seaweed as anti-inflammatory and
gastroprotectors. This study aimed to evaluate the reduction of the inflammatory response
during the development of experimental colitis induced by TNBS in rats. Therefore, it was
evaluated as inflammatory parameters macroscopic and microscopic scores, the wet weight,
activity of the enzyme myeloperoxidase (MPO), malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH),
nitrate and nitrite and TNF-o and IL-1p . They used female Wistar rats, divided in four groups
(SAL TNBS PLS and DEXA) with six animals in each subjected to induction of colitis by
TNBS diluted in 50% ethanol. The model was the control group saline (SAL). The animals with
colitis were treated with the polysaccharide from seaweed Digenea simplex (PLS) and
dexamethasone (DEXA) 1mg/kg. After three days, it was collected colon segment for
macroscopic and microscopic analyzes, wet weight, determination of myeloperoxidase activity,
malondialdehyde, glutathione, nitrate and nitrite and TNF-o and IL-1p cytokine. Parametric
data were analyzed by the Newman-Keuls test for analysis and microscopic scores was used
Kruskal-Wallis test followed by Dunn's test. It was found that there was an increase of the
macroscopic score and wet weight in the TNBS group and reduction of this event in the PLS
group. The TNBS group showed an increase in MPO activity in the colon compared to other
groups. The TNBS group showed an increase in scores microscopic scores in relation to the
treated groups. The PLS group showed decrease in the concentration of malondialdehyde in the
colon compared to the TNBS group. In the case of glutathione, it was noticed that there was a
significant increase in the PLS group compared to the TNBS group. The TNBS group had
increased concentrations of cytokines (TNF-a, IL-1B) when compared to the treated groups.
The PLS group showed a reduction in the concentration of nitrate and nitrite in relation to the
TNBS group. It was concluded that the polysaccharide from kelp Digenea simplex showed anti-
inflammatory action and reduced oxidative stress during TNBS-induced colitis in rats.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease, Crohn's Disease, Seaweed



LISTA DE ABREVIATURAS

AINES — Anti-iflamatdrios néo esterodais
COBEA — Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
DC — Doenca de Crohn

DEXA — Dexametasona

Dlls — Doengas inflamatdrias intestinais
DTNB — Reagente de Ellman

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético
GSH — Glutationa

HE — hematoxilina e eosina

IL — Interleucina

MDA —Malondialdeido

MPO — Mieloperoxidase

NADPH — Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina
NO — Oxido nitrico

NO2 — Nitrito

NOs — Nitrato

PLS — Polissacarideo sulfatado

RCU — Retocolite Ulcerativa

TCA — Acido tricloroacético

TNBS — Acido trinitrobenzeno sulfonico
TNF — Fator de necrose tumoral

VHS - Velocidade de Hemossedimentacéao



LISTA DE FIGURAS

Paginas
Figura 1 — Principais citocinas envolvidas na Doenca de Crohn e suas funcgges. ............ 5
Figura 2 — Alga marinha vermelha Digenea SIMPIEX. .........cccvevevieieerieiie e 10
Figura 3 — INdUGA0 da CONITE. ....viivieiecic e 15

Figura 4 — A fracdo de polissacarideo extraido da alga Digenea simplex melhora as

alteracOes histopatoldgicas em colite induzida por TNBS.. ......cccovvviivennvece e, 23



LISTA DE GRAFICOS

Paginas
Gréfico 1 - Escores macroscépicos dos colons intestinais no terceiro dia ap6s a indugdo

da COLItE POF TINBS. ...t re e be e e sneenns 21
Gréafico 2 — Avaliacdo do peso intestinal umido no terceiro dia apés a inducdo da colite
POF TINBS .. 22
Gréfico 3 — Atividade da MPO no intestino no terceiro dia ap6s a inducéo da colite por
TINBS .. ettt ettt R et bt ne ettt re et s 24
Gréfico 4 — Concentracdo de MDA no tecido intestinal no terceiro dia apds a inducdo da
COIITE POF TINBS .. ..ottt 25
Gréfico 5 — Concentracdo de GSH no tecido intestinal no terceiro dia ap6s a indugéo da
COLItE POF TINBS... ot e e re e be e e sneees 26

Gréfico 6 - Avaliacdo da concentracdo de Nitrato e Nitrito no tecido intestinal no terceiro
dia ap0s a indugdo da colite POr TNBS. .......ccooiiiiiiiieireree s 27
Gréfico 7 — Avaliacdo da concentracdo de IL-1B no tecido intestinal no terceiro dia apds
a inducao da colite POr TNBS.. ....coi i 28
Gréafico 8 — Avaliacdo da concentracdo de TNF - a no tecido intestinal no terceiro dia

apos a inducao da colite POr TNBS. ..o 29



Vi

LISTA DE TABELAS

Paginas

Tabela 1 — Escores macroscopicos para avaliacao de fragmentos de tecido intestinal.. 16
Tabela 2 - Escores microscopicos para avaliagdo de fragmentos de tecido intestinal. .. 16
Tabela 3 — Escores microscopicos no intestino, no terceiro dia apds a inducéo da colite
POI TINBS. .. bbb e e e sbb e e e nbeeeerree e 23



1 INTRODUCAO

O conjunto de seres vivos classificados como alga apresenta-se com
caracteristicas bastante diferenciadas (ASSREUY et al., 2008; ANANTHI et al., 2010).
A sua grande diversidade biologica e sua ocorréncia em praticamente todos os ambientes
do planeta demonstram a importancia desses seres vivos para 0s ecossistemas, compondo
a base das cadeias alimentares dos mares e oceanos (RAVEN et al., 2001).

Algas como as macroalgas marinhas podem ser consideradas como uma fonte
potencial de nutrientes devido possuirem grandes quantidades de carboidratos e proteinas
(LAURENZIO, 2010). Dentro desse contexto, podemos citar as algas vermelhas, as quais
formam um grupo extremamente diversificado. As rodofitas ou algas vermelhas s&o
diferenciadas dos outros grupos de algas pela combinacdo de algumas caracteristicas
como clorofilas A e D além de ficobilinas, armazenam o amido das florideas e s&o ricas
em polissacarideos (RAVEN et al., 2001). Como exemplo dessa classe de algas podemos
citar a Digenea simplex. Os polissacarideos sulfatados (carboidratos) de algas vermelhas
tém sido extensivamente estudados, principalmente devido ao seu potencial
anticoagulante, antitrombo6tico e anti-inflamatério (FELDMAN, GARDNER,
DENISON, 1979; SILVESTRE et al., 2008).

Como exemplo de doencas de carater inflamatério, pode-se citar as Doencas
Inflamatorias Intestinais (DIIs) que se caracterizam por inflamacdes intestinais cronicas
as quais se manifestam clinicamente principalmente por sintomas como, diarréia e dores
abdominais. Como exemplo de doenca inflamatdria intestinal tem-se a Doenca de Crohn
(DC) (SANTOS, 2013). Essa doenca é de origem idiopéatica podendo atingir diversos
segmentos do tubo digestivo afetando desde segmentos proximais, como a boca, a
segmentos mais distais, como o anus. Atualmente, estima-se que o mundo possui
aproximadamente 4 milhdes de pessoas com DC, sendo que as maiores taxas registradas
sdo na Europa, com 2,2 milhdes de pessoas afetadas, seguida de 1,4 milhdes de pessoas
afetadas nos Estados Unidos. (HANAUER, SANDBORN, 2001).

As manifestagdes clinicas da DC geralmente iniciam na idade adulta jovem, entre a
segunda e terceira décadas de vida, ou tardiamente, em um segundo pico entre a quinta e sexta
décadas de vida, embora possa ocorrer em qualquer faixa etaria (POLI, 2007; BELASCO,
SOUZA, NASCIMENTO, 2008). Estudos recentes evidenciam que a incidéncia da DC vem
aumentando de forma lenta e progressiva, principalmente quando a avaliagdo é realizada

sobre a populagéo infantil. Estes demonstram que a doenca, que raramente inicia antes dos



10 anos, em geral comeca entre 0s 12 e 18 anos de idade, o que faz com que seu maior pico
de incidéncia fique ao redor dos 20 anos (POLI, 2007; MARCELINO, 2012).

As principais caracteristicas clinicas da Doenca de Crohn incluem: febre, dor
abdominal difusa, diarréia e fadiga generalizada. Pode ocorrer também perda de peso. A
diarréia e a dor abdominal sdo mais frequentes quando ha envolvimento colénico. Na
maioria dos pacientes, o curso € cronico e intermitente, independente do segmento
acometido (FARIA, FERRARI, CUNHA, 2004). Além das manifestacbes no trato
intestinal, a Doenca de Crohn pode acometer outros érgdos com manifestacdes fora do
sitio do intestino, sendo as mais comuns as oftalmoldgicas, as de cunho dermatoldgico e
as reumatoldgicas (HANAUER, SANDBORN, 2001; GABURRI et al., 1998).

Atualmente sabe-se que a DC possui etiologia e fisiopatologia mal definidas,
sendo um problema de salde publica, por ndo possuir protocolo de tratamento definido,
acometer muitos jovens e o tratamento farmacoldgico oferecer diversos efeitos colaterais.
Neste trabalho sugere-se um tratamento natural baseado no polissacarideo sulfatado da
alga marinha Digenea simplex pois foi comprovado no trabalho de Pereira et al (2014)
que o polissacarideo isolado da Digenea simplex inibiu respostas nociceptivas e
inflamatdrias na peritonite, funcionando como agente terapéutico e por conta disso
resolveu-se testar a atividade antiinflamat6ria em um modelo experimental de doenca, no

caso a Doenga de Crohn.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doenca de Crohn

As doencas inflamatorias intestinais (DIIs) sdo caracterizadas por uma
inflamacgdo cronica da mucosa intestinal e podem ser limitadas a zona intestinal ou
abranger outros 6rgaos subjacentes (SANTOS, 2013). As Dlls, termo que compreende
doencas de carater cronico e recidivante, sendo elas a Doenca de Crohn (DC) e a
Retocolite Ulcerativa (RCU), sdo um problema de satde pablica em muitos paises. E a
sua incidéncia varia dentro de regides diferentes. Suas etiologias permanecem mal
definidas (Marcelino, 2012).

Sugere-se que as Dlls decorram de anormalidades imunolégicas celulares, ou
seja, da reatividade anormal dos linfécitos T da mucosa gastrointestinal a uma microflora
normal ndo patogénica, porém a patogénese permanece desconhecida. As DlIls
caracterizam-se por inflamagdo intestinal cronica ndo infecciosa e manifestam-se
clinicamente por diarréia, dor abdominal e nduseas. A mortalidade € baixa e geralmente
acontece nos primeiros anos da doenca e isso ocorre quando ha altera¢fes nutricionais,
podendo causar desidratacdo e anemia, que aumentam a morbidade gerada pelas crises de
diarréia. Nas doengas de longa duracdo a mortalidade est& associada ao risco de cancer
de célon (BIONDO-SIMOES et al., 2003).

A Doenca de Crohn (DC) caracteriza-se por um processo inflamatério crénico
transmural, persistente ou recidivante, de intensidade variavel, ndo curavel por tratamento
clinico ou cirdrgico e que acomete o trato gastrointestinal de forma uni ou multifocal, que
compromete ndo s6 a mucosa como também a parede intestinal, 0 mesentério e 0s
ganglios linfaticos, podendo ocorrer de forma descontinua, em qualquer regido do trato
gastrointestinal, desde a boca até o anus (SANTOS, MARTINS, 2013).

As maiores taxas de incidéncia da DC s&o observadas em individuos com idade
entre 15 e 30 anos, tem predilecdo por mulheres, atinge pessoas que pertencem a um nivel
socioeconbmico mais elevado, sendo as maiores taxas encontradas nos paises
industrializados, e, além disso, esta doenca é mais frequente em individuos brancos
(MARCELINO, 2012). As manifestagdes clinicas da doenca geralmente iniciam na idade
adulta jovem, entre a segunda e a terceira décadas de vida, podendo ocorrer em qualquer
faixa etaria e em ambos sexo0s. (SANTOS, 2011).



No Brasil, uma pesquisa recente em relacdo a raca e grupo étnico na DC,
demonstrou que pessoas de raga branca e parda tém maior incidéncia do que na raca
negra, amarela e indigena (POLI, 2007). Devido essa doenca ndo ser de notificacdo
compulsoéria no Brasil, a prevaléncia real estaria sendo subestimada (BELASCO,
SOUZA, NASCIMENTO, 2008). Houve um aumento consideravel nos casos de DC no
sudeste do Brasil, conforme levantamento realizado junto ao Hospital Universitario da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (SP - Brasil) (OLIVEIRA, EMERICK,
SOARES, 2010).

Como citado anteriormente, a DC possui etiologia desconhecida, porém sabe-se
que possui causa multifatorial, envolvendo fatores genéticos, imunoldgicos, e ambientais
que desencadeiam situagdes inflamatdrias. A DC é diferenciada de qualquer outra doenca
inflamatdria intestinal pela sua natureza inflamatoria, pela localizacdo da lesdo no
aparelho gastrointestinal e pela sua distribuicdo e penetracdo na mucosa. As
manifestacBes mais caracteristicas, ocorridas inicialmente, sdo a formagdo de Ulceras,
provenientes do processo inflamatorio, estreitamento do limen, espessamento da parede
intestinal e granulomas na mucosa (SANTOS, 2013). Na evolucdo, podem surgir
complicaces locais nutricionais e sistémicas (BIONDO-SIMOES et al., 2003).

Atualmente o fator genético tem sido um dos mais discutidos dentre os fatores
causadores da DC. Foi descoberta a associacdo de variagdes do gene nucleotide-binding
oligomerization domain containing 2 (NOD2), com a ocorréncia de DC. Portadores
dessas variacGes sao mais propensos a ter envolvimento ileal e complicagdes relacionadas
com fibroestenose. Esses portadores da DC com polimorfismos no gene NOD2 tém
dificuldades no reconhecimento e eliminacdo de produtos bacterianos, levando a uma
resposta inflamatoria longa ou ineficaz. Porém, somente variagdes em NOD2, ndo sao
suficientes para causar a DC, o que indica a complexidade de um distarbio multifatorial
(ESBERARD, 2012; ABRAHAM, CHO, 2007).

Os sintomas clinicos mais relatados na DC incluem diarréia cronica com
presenca de muco ou sangue, dor abdominal, perda de peso, ndusea e vomito, anemia,
febre, ma absorc¢do, disfuncdo da barreira mucosa e fatores que causam deficiéncias
nutricionais e funcionais (SANTOS, MARTINS, 2013). Para a realizacao do diagnostico
da DC pode-se citar exames tais como: hemograma, VHS (Velocidade de
Hemossedimentacdo), analises bioquimicas, pesquisa de sangue oculto e cultura das

amostras de fezes, Raio X abdominal, endoscopia, colonoscopia e exame



anatomopatologico — bidpsia (BERNSTEIN et al., 2010; MOWAT et al, 2011;
ORTIGOSA, 2005; SOLBERG et al., 2009; STANGE et al., 2008).

2.2 Fisiopatologia da Doenca de Crohn

Individuos com DC possuem um desequilibrio entre a resposta imune e tolerancia
a antigenos normalmente inocuos e isso origina um processo inflamatério crénico com
consequente lesdo tecidual (SANTOS, 2013). Em pacientes com DC, a resposta
inflamatoria a qualquer estimulo antigénico, € exacerbada, contrariamente ao que se
verifica em individuos saudaveis, resultando dai um sistema imunitario cronicamente
ativado e uma mucosa intestinal inflamada (HEAD, JURENKA, 2004).

De acordo com Bilate (2007), as citocinas sdo estruturas proteicas, produzidas por
diferentes tipos celulares do sistema imune. Entre as atividades fisioldgicas que as
citocinas possuem, destacam-se as atividades ao nivel da resposta imunoldgica inata e

adaptativa, conforme a tabela da Figura 1.

Figura 1 — Principais citocinas envolvidas na Doenga de Crohn e suas fungdes.
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Estudos realizados em pacientes com a DC demonstraram niveis aumentados de
células Thl, da citocina 1L-12, TNF-a e IFN-y. Estas citocinas estdo envolvidas no
recrutamento de mais células inflamatdrias da corrente sanguinea sendo que 0 processo
de producdo e liberacdo de citocinas pode causar o aparecimento de determinadas
complicacdes, como, ulceracdes e 0 aumento da permeabilidade intestinal (AROSA,
CARDOSO, 2007). Segundo Peluso, Palone, Monteleone (2006) pacientes com DC
apresentam também niveis elevados de IL-23, produzida essencialmente por células
mononucleares é considerada a principal reguladora dos niveis de TNF-a, IL-6, IFN-y e
IL-17, no intestino (PELUSO, PALONE, MONTELEONE, 2006).

A hipotese de a Doenca de Crohn ser causada por uma deficiéncia imunitaria do
intestino é sugerida pela natureza cronica e recorrente da inflamacdo. Atualmente,
reconhece-se que a susceptibilidade genética para a DC € bastante diversa, com inimeras
mutacdes génicas identificadas que contribuem para o aumento do risco e que modulam
as caracteristicas da doenca. (RUBIN, PALAZZA, 2006).

Na literatura, o gene NOD2/CARD15 é um dos mais discutidos quando se trata
de DC. O produto do gene NOD2/CARD15 ¢ classificado como sendo um receptor de
reconhecimento padrdo envolvido na imunidade inata. O sistema imunologico inato é
capaz de detectar padrGes moleculares associados a patdgenos, tais como
lipopolissacarideos (LPS), flagelinas e lipoproteinas, como, por exemplo, o0s recetores
Toll-Like (TLR) e NOD. Entre a familia NOD, o NOD2 também desighado por CARD15
€ uma proteina citoplasmatica que esta presente, principalmente, nos mondcitos e
macréfagos (CHAMBERLIN, NASER, 2006). A sua funcéo é regular a inflamacdo e a
apoptose através da ativacdo de vias pro-inflamatorias, como é o caso da via do fator
nuclear-kB (NF-kB) levando a um aumento da producdo de citocinas inflamatorias,
como, IL-1B, TNF-a. Devido as altera¢cdes no gene que produz esse componente protéico,
0 combate a injuria tecidual gerada pelo componente bacteriano fica deficiente
(ABRAHAM, CHO, 2007). A proteina NOD2/CARD15 também pode expressar-se nas
células intestinais epiteliais, onde desempenham um papel antibacteriano, funcionando

como um sensor na detecgdo de bactérias (GIRARDIN et al., 2003).

2.3 Modelo experimental da Doencga de Crohn

Diversos mecanismos tém sido descritos como causadores das Doencas

Inflamatérias Intestinais (DlIs), indo desde fatores génicos até os imunoldgicos, sem



ainda haver consenso entre os autores. Além disso, o tratamento e o controle da doenca
ainda constituem um desafio para os pesquisadores. Consequentemente, a necessidade de
esclarecer os mecanismos fisiopatogénicos e as formas de tratamento eficazes contra as
Dlls fez surgir modelos experimentais de Doenca de Crohn em animais (ELSON et al.,
2005). Estes modelos experimentais contribuem para a avaliagdo dos fatores
imunolégicos envolvidos e tentativas na elucidagdo dos possiveis mecanismos de
instalagdo da doenga, pois os modelos animais freqlientemente utilizados sdo induzidos
por enemas de &cidos ou substancias corrosivas diluidas e durante a sua evolucao, por um
periodo de tempo determinado, apresentam-se histologicamente similares as Dlls
humanas (ELSON et al., 2005).

Trabalhos publicados que utilizaram modelos experimentais de colite em ratos
mostraram que a administracdo retal de varios compostos quimicos foi eficiente na
inducdo de modelos de colites. Dentre esses trabalhos pode-se citar MORRIS et al, (1989)
que propuseram um modelo de colite difusa por &cido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS),
diluido em etanol a 50%, administrado por via retal e que poderia ser reproduzido em
100% dos casos.

A lesdo é inicialmente produzida pela acdo do alcool, um potente proé-
inflamato6rio, que quebra a barreira do célon e altera a permeabilidade. O TNBS ¢
metabolizado pelas enzimas do coélon produzindo uma reacdo imunomediada por
citocinas pré-inflamatorias e substancias citotoxicas. Nesse modelo a lesdo pode ser
aguda ou cronica dependendo da dose de TNBS a ser administrada (YAMADA et al.,
1993). Esse modelo de DIl vem sendo usado como padrdo na inducdo experimental da
Doenca de Crohn em animais (NEURATH etal., 2002; STROBER, FUSS, BLUMBERG,
2002). Essa substancia quando administrada via retal em ratos promove uma inflamacao
crénica mediada por células Thl, um aumento da producdo de IL-12 por macréfagos que
compdem a mucosa intestinal além de uma alteracdo genética do NOD2 que leva a uma
falha no combate a injuria tecidual gerada pelo componente bacteriano (BOUMA,
STROBER, 2003).

2.4 Tratamento Farmacologico da Doenca de Crohn
O tratamento dos pacientes com DC depende da localizacdo anatdmica e da

severidade da doenca (ENGEL, NEURATH, 2010; MOWAT et al., 2011) sendo

basicamente o tratamento clinico-farmacoldgico e cirargico (MARCELINO, 2012). Os



principais grupos de farmacos que sdo usados nas doencas inflamatorias intestinais séo
0os  corticoides,  anti-inflamatérios  ndo-esterodais  (AINES),  antibi6ticos,
aminossalicilatos, imunossupressores e o Infliximab.

Os corticdides sdo muito utilizados na terapia das doencas autoimunes sendo
também utilizados no tratamento das agudiza¢des manifestadas em qualquer segmento do
trato gastrointestinal (HANAUER et al., 2001). Seu uso reduz a producgédo de citocinas
pré-inflamatorias, tais como TNF-a ¢ IL-13, porém o uso cronico desses medicamentos
tem elevada toxicidade e, por este motivo, seu uso fica limitado (COURA, 2011). A
eficacia dos corticoides ficou estabelecida através de dois ensaios clinicos randomizados,
em que prednisona e metilprednisolona foram utilizadas em pacientes com doenca ativa.
Nesse estudo foi mostrado que o uso de ambos 0s medicamentos resultou na melhoria do
quadro inflamatério da DC (SUMMERS et al.,1979). Porém a corticoterapia empregada
no tratamento dessa doenca leva a quadros de dependéncia do individuo
(BALDASSANO, PICCOLLI, 1999).

Os AINES sdo farmacos que possuem um amplo espectro de indicagdes
terapéuticas, tendo como principais efeitos: anti-inflamatorio, analgésico e antipirético
(JUNIOR, 2006). Paralelo aos efeitos benéficos, os AINES causam diversos efeitos
colaterais tais como lesGes agudas da mucosa gastroduodenal, Ulcera gastroduodenal,
esofagite, enterite, reativacdo de doencas inflamatérias intestinais (Crohn e RCU),
diverticulite, lcera de célon, lesbes renais (dose-dependente) e hepéticas (ZATERKA,
2000).

Os Aminossalicilatos utilizados no tratamento da DC s&o a sulfassalazina e a
mesalazina porém, de acordo com Stein, Lichtenstein, (2001), o mecanismo de acgdo
desses farmacos in vivo ainda ndo esta completamente elucidado. EWE et al (1989)
afirmam que durante o uso constante de mesalazina, os pacientes com insuficiéncia renal
tém maiores chances de desenvolver nefrite intersticial e sindrome nefrética, e que a
sulfassalazina pode ser prescrita para o tratamento agudo da DC, porém seu uso
prolongado leva ao aparecimento de inimeras reacdes adversas, como, cefaléia, vomitos,
dores abdominais e hemdlise.

Os antibidticos alteram a flora intestinal e diminuem a estimulagdo antigénica do
sistema imune da mucosa intestinal, sendo usados no tratamento primario ou nos casos
das infecgOes intercorrentes. Os tipos mais utilizados nesse caso sdo: Metronidazol e
Ciprofloxacina (SANTOS, 2011). Um estudo demonstrou a eficacia do uso da

ciprofloxacina quando comparou a agdo dessa droga com a agdo da mesalazina. Esse



estudo mostrou que o uso comparativo de ciprofloxacina (1 g/dia) e mesalazina (4 g/dia)
em 40 pacientes com DC leve a moderada resultou em efeito terapéutico similar (56%
para mesalazina versus 55% para ciprofloxacina) sugerindo assim que a ciprofloxacina
seja tdo eficaz quanto a mesalazina nessa situacdo clinica. (COLOMBEL et al., 1999;
WOOD, 1996).

Dentre os imunossupressores utilizados no tratamento da DC podemos citar a
azatioprina e seu metabolito, a 6-mercaptopurina. Os dados terapéuticos dessas duas
medicacdes sdo analisados em conjunto, pois a azatioprina € convertida de maneira nao
enzimatica a 6-mercaptopurina, e ndo ha estudo mostrando superioridade entre elas
(LICHTENSTEIN, 2000). A azatioprina/6-mercaptopurina pode levar a quadros de
leucopenia e/ou trombocitopenia grave, e o teste do hemograma completo deve ser
realizado semanalmente no primeiro més, quinzenalmente no segundo e terceiro meses.
Também deve ser realizado testes das funcBes hepaticas, na mesma periodicidade do
hemograma nos primeiros seis meses e depois trimestralmente. (CAMPBELL, GHOSH,
2001)

Outra alternativa terapéutica utilizada para o tratamento da DC é o Infliximab.
Infliximab é um anticorpo monoclonal com atividade antifator de necrose tumoral. A
utilidade deste novo farmaco na DC foi estudada em pacientes com agudizagdes
moderadas a graves, fistulas e como terapia de manutencdo (PRESENT et al.,1999).
Embora esse anticorpo seja potente no combate do desenvolvimento da DC, ele pode
levar a reativacdo de quadros de tuberculose em pacientes portadores dessa patologia
intestinal (LIM et al., 2002).

Diante de tantos efeitos colaterais proporcionados pelas medicacgdes atualmente
utilizadas para o tratamento da DC, convém a implementacdo de novas ferramentas
terapéuticas no tratamento desta doenca. Como sera visto adiante, o presente estudo

sugere como tratamento a utilizac&o do polissacarideo sulfatado da alga Digenea simplex.

2.5 Algas Marinhas

Algae ¢ o plural latino de alga, nome usado entre 0s romanos para designar certas
plantas destituidas de raiz, caule e folhas, de coloragdo parda, vulgarmente chamadas
sargacos, que eram lancadas na praia durante as ressacas. As algas sdo ubiquas e ocorrem
em ampla variedade de habitats, possuindo diversidade de formas, fungdes e estratégias
de sobrevivéncia (BICUDO, MENEZES, 2010).
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Nos altimos anos, os recursos marinhos tém atraido a atencdo como fonte de
compostos bioativos para o desenvolvimento de novos medicamentos e alimentos
saudaveis. Em particular, as algas, pois sdo uma fonte muito importante e com valor
comercial para a indastria de géneros alimenticios, servindo também como
condicionadores de solo. Além disso sdo utilizadas na medicina tradicional por causa de
seus beneficios a satde (MEDEIROS et al., 2012).

Um estudo feito por Brito et al (2013) com a alga Hypnea musciformis comprovou
um efeito anti-inflamatorio na peritonite devido ter reduzido a migracao neutrofilica para
a cavidade peritoneal. Outra pesquisa do mesmo autor realizada agora com a alga
Gracilaria birdiae mostrou diminuicdo dos parametros inflamatorios decorrentes da
colite induzida por TNBS, por reduzir mieloperoxidase (MPQO) e malondialdeido (MDA)
e aumentar glutationa (GSH) (BRITO et al, 2014). Tais estudos comprovaram, portanto,
os efeitos anti-inflamatdrios presentes em algumas das varias algas marinhas existentes
na natureza, dando margem a outros estudos para a verificacdo das potencialidades
medicinais de outras algas.

2.5.1 Digenea simplex
A alga marinha aqui estudada, pertence ao reino Plantae, filo Rhodophyta, classe
Florideophyceae, ordem Ceramiales, familia Rhodomelaceae, género Digenea, e espécie

Digenea simplex. Possui talos eretos vermelho acastanhados como mostra a Figura 2.

Figura 2 — Alga marinha vermelha Digenea simplex.

|

Disponivel em: http://www.boldsystems.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=266054
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A ramificacdo do eixo principal € basicamente dicotdbmica mas pode tornar-se
irregular devido a producdo de ramificagOes laterais. Seus talos podem chegar até 9 cm
de altura. Possui distribuicdo nos oceanos pacifico e atlantico e tem preferéncia por clima
tropical. Cresce geralmente na faixa entre marés, até profundidades de 20 m, em
fragmentos de corais, rochas ou outros substratos rigidos. Tem como aplicacfes
medicinais: anti-helmintico, vermifugo e laxante nos casos de infestacdo parasitaria por
Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, e Ténia (Taenia sp) (GUIRY, 2001).

Dessa forma, derivados de produtos naturais apresentam-se como uma fonte
atraente de novas drogas e muitos tém mostrado resultados promissores para a clinica,
seja como fonte no desenvolvimento de novas ferramentas farmacolégicas ou como um
produto adjuvante no tratamento de patologias que envolvem o processo inflamatério
(ROZAS, FREITAS, 2007).

A matriz mucilaginosa que envolve a parede celular das algas marinhas
vermelhas é composta por galactanas sulfatadas e sdo conhecidas também como
carragenanas ou agaranas. Muitas pesquisas demonstram que as atividades bioldgicas dos
polissacarideos sulfatados dependem da densidade de cargas, teor de sulfato, estrutura

quimica, peso molecular e conformacdo de cadeia (COURA, 2011).

2.5.2 Polissacarideos sulfatados extraidos de algas marinhas como bioprodutos

com atividade farmacolégica

Segundo BLUNT et al (2006), a intensa investigacdo de diversas espécies do
habitat marinho sugere que este habitat ¢ uma fonte rica em compostos bioativos,
podendo-se citar os polissacarideos. Diversas a¢des bioldgicas desses polissacarideos tais
como antimicrobiana, anti-inflamatoria, anticoagulante, ja foram relatadas.

Os polissacarideos sulfatados representam uma classe de macromoléculas
poliani6nicas complexas e heterogéneas formadas por unidades repetitivas de aglcares e
carregadas negativamente devido a presenca de grupos sulfatados. Embora também
encontrados em gramineas marinhas, um grupo de plantas vasculares presentes em
ambientes marinhos (AQUINO et al., 2005), esses polimeros ocorrem principalmente nos
reinos animal (vertebrados e invertebrados) (CASSARO, DIETRICH, 1977;
MATHEWS, 1975) e protista, onde sdo encontrados em grandes quantidades nas algas
marinhas (PEREIRA et al., 2005).
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As algas marinhas sdo as fontes mais importantes de polissacarideos sulfatados
que ndo sdo de origem animal (COSTA et al., 2010). Estudos recentes mostraram o efeito
protetor da fracdo de um polissacarideo sulfatado da alga Hypnea musciformis atraves da
reversdo de danos gastricos induzidos por etanol por meio da via de ativacdo NO/KATP
(DAMASCENQO, et al., 2013). Outro trabalho relata que ratos com colite foram induzidos
com TNBS tiveram melhora quando tratados com uma fracdo de polissacarideo sulfatado
extraido da alga Gracilaria birdiae (BRITO, et al. 2014). Segundo BATISTA et al (2014),
um polissacarideo isolado da alga Agardhiella ramosissima demonstrou atividade anti-
inflamatdria em ensaio de edema de pata.

Como citado anteriormente, o tratamento atual da DC inclui o uso de corticoides,
antibidticos, aminossalicilatos e os antiinflamatérios nédo-esterodais que juntos
promovem a diminuicdo de parametros inflamatorios dessa classe de doencas por inibir a
exacerbacdo do componente imune responsavel pela instalacdo e cronificacdo do
processo inflamatério. Entretanto, o uso dessas drogas por periodos prolongados pode
levar ao aparecimento de sérios efeitos colaterais e assim limitar seu proprio uso. Devido
os diversos efeitos colaterais que o tratamento farmacoldgico pode ocasionar nos
pacientes portadores da Doenca de Crohn, se faz necessaria a busca por alternativas no
tratamento desta doenca.

Com isso este trabalho se faz importante pois o polissacarideo sulfatado presente
na alga Digenea simplex, pode ser considerado uma nova opcdo no tratamento em
modelos experimentais da DC, visto que sua atividade anti-inflamatéria ja foi
comprovada em experimentos iniciais. Este estudo pode entéo favorecer a descoberta de
novos agentes terapéuticos com agdo no controle da inflamacéo, constituindo-se como
ferramenta importante, em se tratando de doencas inflamatdrias, como a Doenca de
Crohn.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

v' Descrever os efeitos do polissacarideo sulfatado da Digenea simplex (PLS)
sobre os parametros inflamatorios e deletérios da mucosa coldnica durante a colite

induzida por TNBS em ratos.

3.2 Objetivos especificos

v" Analisar a atividade do PLS sobre os critérios macroscopicos, microscopicos e
sobre o peso Umido do célon de ratos com colite induzida por TNBS.

v" Investigar a acdo do PLS sobre os niveis coldnicos de MDA e GSH de ratos
com colite induzida por TNBS.

v" Auvaliar o efeito do PLS sobre a concentracdo de MPO no célon de ratos com
colite induzida por TNBS.

v" Verificar o papel do PLS sobre a producdo de IL-1B ¢ TNF-a na mucosa do
cblon de ratos com colite induzida por TNBS.

v" Determinar os niveis de nitrato e nitrito na mucosa do célon de animais com

colite induzida por TNBS e tratados com o PLS.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este € um estudo experimental que foi desenvolvido no Laboratério Experimental
de Fisiofarmacologia (LAFFEX), do centro de pesquisa em Biotecnologia e
Biodiversidade da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Vale ressaltar que o trabalho se
encontra aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade
Federal do Piaui sob o protocolo 023/15 conforme Anexo I.

4.1 Animais

Foram utilizados 72 ratos wistar, fémeas, pesando entre 150 - 200 gramas com
medida aproximada em 175 gramas por animal, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Piaui. Os animais foram mantidos com &gua e alimentacao ad
libitum no Biotério do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Piaui.
Doze horas antes, em todos 0s experimentos, 0s animais foram colocados em jejum, mas
com livre acesso a agua. Todos os tratamentos e procedimentos cirdrgicos realizados
estavam de acordo com o “Guia de cuidados em uso de animais de laboratério” do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA.

Os animais foram distribuidos em grupos experimentais (n=6) e acomodados em
caixas apropriadas, em ambiente com temperatura controlada. Apés jejum de 12 horas,
os animais foram pesados e identificados na cauda com marcador para retroprojetor em

cores de acordo com 0s grupos.

4.2  Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos de acordo com a semelhanca dos pesos nos
seguintes grupos:

e Grupo Salina (SAL) — animais submetidos a enema de 0,8ml de salina

e Grupo Colite (TNBS) — animais submetidos a enema de 0,8ml de solucdo de
TNBS em etanol a 50%.

e Grupo Colite com Polissacarideo da alga D. simplex (PLS) — animais
submetidos a 0,8ml de enema de solucdo de TNBS e etanol a 50% e tratados com
polissacarideo (90mg/Kg), VO, uma hora antes da inducdo da colite, 24, 48 e 72 horas

depois da inducéo da colite.
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e Grupo Colite com Dexametasona (DEXA) — animais submetidos a 0,8ml de
enema de solugdo de TNBS (80uL) em etanol a 50% e tratados com dexametasona
(Img/Kg), IP, uma hora antes da inducdo da colite, 24, 48 e 72 horas depois da indugao
da colite.

4.3 Padronizacao do modelo de Doenca de Crohn experimental

4.3.1 Modelo de doenca de Crohn experimental induzido por acido trinitrobenzeno
sulfénico (TNBS).

Inicialmente, os animais passaram por um processo de preparacdo do célon. A
limpeza mecénica dos colons foi realizada por enema de 5 mL de solucéo salina a 0,9%
aplicado por cinco segundos, através de cateter de polietileno. O modelo utilizado foi
baseado no modelo de colite induzida por TNBS descrito por Morris et al (1989).

As colites foram induzidas pela administracdo de TNBS (20mg) diluido em etanol
a 50%, sendo a solugéo administrada num volume de 0,8 ml por animal. O grupo controle
recebeu apenas salina (0,9%, num volume de 0,4 ml). Para a inducéo da colite os animais
foram previamente anestesiados e posicionados em decUbito lateral esquerdo. Foi
introduzido, por via retal, um cateter de polietileno n° 6 até 8 cm da margem anal para a
administracdo das solugdes. Cada animal permaneceu suspenso pela cauda por 30
segundos para evitar o retorno da solugdo permitindo maior tempo de contato com a
mucosa colica. Todos os experimentos foram realizados trés dias apo6s a inducdo das
colites (Figura 3) e os tratamentos com o PLS (90 mg/kg) e dexametasona (1mg/kg) foram

feitos antes e apds 24, 48 e 72 horas, uma vez ao dia ap6s a inducdo da colite.

Figura 3 — Inducéo da colite.

Fonte: GOES, 2014
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Os grupos TNBS, PLS e DEXA foram submetidos a inducéo da colite por esse
modelo. O grupo SAL passou pelo mesmo método, porém recebeu somente salina,

através de enema.

4.3.2 Avaliacdo dos escores macroscopicos e microscopicos da leséo.

Os animais foram eutanasiados 3 dias ap0s a inducéo das colites por deslocamento
cervical. Em seguida, submetidos a laparotomia por incisdo mediana. ApoOs a
identificacéo do reto e colon, foi isolada uma extenséo de 5 cm do colon. A pega foi aberta
longitudinalmente, lavada com soro fisioldgico e estendida sobre uma superficie plana
para uma avaliacdo do escore macroscopico, conforme tabela 1, seguindo a técnica
descrita por Morris et al (1989).

Um segmento de 5 cm de intestino contendo area de inflamagdo, foi seccionado
longitudinalmente, e subdividido em amostras de tecido para analises histopatolégicas e
bioquimicas. Para a avaliacdo de escores microscopicos, foi utilizada a técnica descrita

por Appleyard, Wallace (1995) segundo tabela 2.

Tabela 1 — Escores macroscépicos para avaliacdo de fragmentos de tecido
intestinal.

Critério Escore

Aparéncia normal 0
Hiperemia local sem Glceras 1
Ulceragdo sem hiperemia ou espassamento da parede col6nica 2
Ulceragdo com inflamagdo em um sitio 3
4
5

Ulceragdo / inflamagdo em dois ou mais sitios

Lesdo principal estendendo-se por 1 cm ao longo do c6lon

Area de lesdo > 2 cm ao longo do comprimento do célon. A

guantificacdo é aumentando em 1 para cada centimetro adicional.
Fonte: MORRIS et al, 1989

Tabela 2 - Escores microscopicos para avaliacdo de fragmentos de tecido intestinal.

Critério Escore
Perda da arquitetura da mucosa 0-3
Infiltracdo celular 0-3
Espessamento da muscular 0-3
Formagdo de abscesso em cripta 0-1
Auséncia de células caliciformes 0-1

Fonte: APPLEYARD, WALLACE, 1995
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Para a avaliacdo dos escores microscopicos foram confeccionadas laminas que
seguiram o protocolo conforme descrito em Apéndice A. Apds 24 horas da montagem
das laminas, as mesmas foram levadas ao microscopio para anélise que foi realizada por

histologista que desconhecia a que grupo pertencia o animal estudado.

4.3.3 Avaliacéo do peso umido dos c6lons de animais com ou sem colite.

Antes da analise macroscépica dos escores de lesdo dos célons de animais com ou
sem colite e tratados com o PLS (90 mg/kg) e com dexametasona (1mg/kg) foram
retirados fragmentos de colon medindo 5 cm de comprimento cada. Posteriormente,
realizou-se a pesagem desses fragmentos e os resultados foram expressos pela unidade

peso umido / cm de leséo.

4.4 Ensaios Bioguimicos
4.4.1 Avaliacdo da Atividade da MPO

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente, nos granulos azurdéfilos dos
neutréfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltracdo de
neutrdfilos nos processos inflamatérios em vérios tecidos. Uma por¢do do intestino foi
coletada e incubada em 200uL de tampao gelado (NaCl 0,1 M + EDTA 0,015 M/L de
NaPO4 0,02 M em pH 4,7). Posteriormente, foram homogeneizados num Politron (13000
rpm) e centrifugado por 12 minutos a 4500 rpm em uma centrifuga refrigerada (4°C).
Logo em seguida, o sobrenadante foi retirado e o precipitado, novamente foi centrifugado
nas mesmas condi¢fes e no mesmo tampéo. O sobrenadante foi, mais uma vez, retirado
e, entdo, o precipitado foi homogeneizado novamente (Politron - 13000 rpm) em um outro
tampéo (HTAB (0,05%)/200 ml de NaPO4 0,05M. A proxima etapa foi a de colocar esse
homogenato para congelar e descongelar em nitrogénio liquido (2X).

Posteriormente, o homogenato foi centrifugado a 10000-20000 rpm por 15
minutos. Finalmente, o sobrenadante foi pipetado numa placa (5-10 ul) e foram
acrescentados nessa placa 45 ul de NaPO4 0,08M junto com a solugéo de leitura (TMB
25 p + H202 100 pl). A reacdo terminou com o acrescimo de H2SO4 50 ul (4M) e leitura
em um leitor de placa a 450nm. A analise dessa enzima seguiu o protocolo estabelecido
por (BRADLEY et al.,1982). O resultado foi expresso como sendo UMPO/mg de tecido.
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4.4.2 Dosagem de TNF- a e IL-1p no tecido intestinal.

Os animais tiveram amostras de intestino retirados 72 horas ap6s a inducéo da
colite para dosagem de citocinas e estocadas em freezer -700C até 0 momento do ensaio.
A deteccdo das concentracfes de TNF-o e IL-1B foi determinada por ensaio
inmunoenzimatico (ELISA). Os fragmentos foram adicionados em um tampao inibidor
de protease (500 puL de tampao para cada 100 mg de tecido) e depois processados em um
homogenizador de tecido e centrifugado a 3000 rpm a 4 °C por 10 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e incubado com 2 pg/ml de anticorpo
(anticorpo de captura) diluido em tampéo de bicarbonato (pH 8.2), 100 uL por pogo por
24 horas a 4 °C. A placa foi lavada com PBS -Tween 20 a 0,1%. A reacdo foi bloqueada
com albumina bovina 1% diluida em tampao de lavagem, 100 puL por pogo por 2 horas a
temperatura ambiente. Depois a placa foi novamente lavada usando a mesma solucao.

Em seguida, a placa foi incubada com a curva padrao das citocinas (TNF- a e IL-
1B) diluidas em tampao de lavagem e com as amostras de tecido do intestino a serem
dosados, 100 uL por pogo por 24 horas a 4 °C. A placa foi novamente lavada e depois
incubada com o anticorpo biotinilado (1:1000) diluido em tamp&o de lavagem contendo
1% de soro de carneiro por 1h a temperatura ambiente. Novamente a placa foi lavada e
depois incubada com avidina peroxidase (DAKO) diluida 1:5000 em tampdao de lavagem,
100 uL por pogo por 15 minutos a temperatura ambiente. A placa foi lavada e incubada
com o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampao substrato, 100 uL por pogo, no
escuro a temperatura ambiente por um periodo que varia de 5 a 20 minutos dependendo
da citocina. A reacéo foi parada com 150 puL por pogo de H2SO4 1M. A intensidade da
coloragéo foi medida em espectrofotdmetro a 490 nm e os resultados foram expressos
como média + EPM da quantidade de TNF —a e IL - 1B em pg/ml (TAVARES-MURTA,
et al., 2008).

4.4.3 Ensaio para dosagem de MDA

Os niveis de malondialdeido na mucosa gastrica foram determinados pelo método
de Mihara e Uchiyama (1978). Fragmentos da mucosa foram homogeneizados com KCI
gelado 1,15% para o preparo de 10% de homogenato. Duzentos e cinquenta (250ul) desse
homogenato foi pipetado dentro de um tubo de centrifuga de 10 ml. Acrescentou-se a esse
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homogenato 1,5 de H3PO4 (1%) e 0,5 ml de uma solugdo aquosa de acido tiobarbiturico
aquoso (0,6%). Os tubos foram aquecidos por 45 minutos em um banho de &gua fervendo
e a mistura reacional foi entdo resfriada em um banho de dgua gelada, seguida da adicéo
de 2ml de n-butanol. Os conteddos foram misturados por 40 segundos com um misturador
"vortex", centrifugados a 1200 x g por 15 minutos e a absorbancia da camada organica
foi mensurada em 520 e 535nm. Os resultados foram expressos em mol de MDA/g de
tecido.

4.4.4 Ensaio para dosagem de GSH

A glutationa reduzida é um tripeptideo composto de glutamato, glicina e cisteina,
existente em praticamente todas as celulas de mamiferos. Ele exibe um grande nimero
de funcbes essenciais para a célula, incluindo transporte de aminodcidos, catalise
enzimatica e protecdo contra os efeitos deletérios de radicais livres enddgenos e
metabolitos toxicos (MEISTER, 1991).

O método de Sedlak, Lindsay (1968) foi utilizado para analise de glutationa nas
amostras. Para determinacdo dos niveis de grupos sulfidrilicos nao-protéicos, uma
amostra de 50 a 100 mg da mucosa intestinal dos animais foi homogeneizada em 1 ml de
EDTA 0.02 M para cada 100 mg de tecido. Aliquotas de 400 puLL do homogeneizado foram
misturadas a 320 pL de agua destilada e a 80 pL de acido tricloroacético (TCA) a 50%
para precipitacdo de proteinas. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm
a 4° C. A um total de 400 pL do sobrenadante foi adicionado 800 pL de tampao Tris 0,4
M (pH 8.9) e 20 uL de DTNB (reagente de Ellman) 0,01 M. A mistura foi entdo agitada
por 3 minutos e a absorbancia foi lida a 412 nm em espectrofotdmetro. As concentracoes
de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos foram expressas em pg de GSH/g de tecido.

4.4.5 Determinacao de nitrato e nitrito na mucosa intestinal

Para a determinacdo das concentracGes coldnicas de nitrato e nitrito através do
método de Griess (GREEN et al.,1982) foi, inicialmente, preparada uma solugdo
contendo 0,5 unidades por ml de nitrato redutase (Sigma) em um tampdo KH2POs
contendo NADPH. Para o preparo da reacdo de Griess foi armazenada separadamente a
4°C em frascos de vidro e protegidos da luz, uma solugdo contendo Sulfanilamida a 1%
em Hs3PO4 a 2,5% e outra solucdo de NEED a 0,1% em HsPO4 a 2,5%. Depois de

preparadas as solugdes, amostras processadas de tecido colonico de animais com colite e
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tratados com o PLS (90 mg/kg) e com dexametasona (1mg/kg) foram incubadas numa
microplaca com nitrato redutase (0,016 L por po¢o) durante 12 h para a conversao de NOs
(nitrato) em NO2 (nitrito). A producdo de 6xido nitrico foi determinada medindo as
concentragdes de nitrito em um leitor de placas de ELISA a 540 nm, utilizando o método

de Griess. Os resultados foram expressos como micromoles (LUM) de nitrito.

4.4.6 Andlise Estatistica

Os dados paramétricos (escores macroscopicos, peso umido, MDA, GSH, MPO,
IL-1B, TNF-o, nitrato e nitrito) foram expressos na forma de mediana (minimo - méximo)
e sua anélise foi realizada por meio do teste de Newman-Keuls. Para a anélise dos escores
microscopicos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. A
significancia estatistica foi aceita quando p<0,05. Todos os dados foram analisados

usando o software GraphPad Prism versdo 6.01, assinalando com um asterisco (*) os
valores significantes quando comparados ao grupo TNBS e uma cerquilha (#) quando

comparados ao grupo salina. Os dados paramétricos foram expressos como Média + Erro
Padrdo da Média (E.P.M.).
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5 RESULTADOS

5.1 Escores macroscopicos

O escore macroscopico de atividade inflamatdria segundo Morris et al (1989) foi
aplicado nas amostras de intestino coletadas apds trés dias de inducdo da colite (p<0,05).
O grafico 1 mostra os valores dos escores macroscopicos de lesdo dos colons intestinais
(eixo vertical) calculados para cada grupo experimental que sdo os grupos SAL, TNBS,
PLS com dosagens de 30, 60, 90 mg/kg e DEXA 1 mg/kg (eixo horizontal). Analisando
este grafico verifica-se que os animais submetidos a colite por TNBS (16,60 + 2,06
escores de lesdo) apresentaram aumento na pontuacao desses escores em rela¢do ao grupo
salina (1,20 = 0,37 escores de lesdo). Os animais com colite induzida tratados com PLS
30, 60 e 90 mg/Kg, v.o. (30 mg/Kg: 4,80 £ 0,73 escores de leséo; 60 mg/Kg: 2,75 + 1,18
escores de lesdo; 90 mg/Kg: 2,40 = 0,97 escores de lesdo) reduziram os danos
macroscopicos de lesdo no tecido colénico com efeito maximo observado com a dose de
90 mg/Kg. Efeitos semelhantes aos produzidos por dexametasona (5,50 + 1,65 escores de

lesdo), uma droga de escolha para o tratamento de DlIs.

204 #

154

Escores macrascopicos de lesdo
(somatorio dos escores)
=
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SAL TNBS PLS30 PLS60 PLS 90 DEXA1 (ma/kg)
TNBS (20mg)

Gréfico 1 - Escores macroscopicos dos célons intestinais no terceiro dia ap6s a inducéo da colite por
TNBS. Os animais com colite induzida com TNBS em etanol a 50% (0,8ml, por enema), foram tratados
com Polissacarideo sulfatado da Alga Digenea simplex (PLS) (30, 60 e 90 mg/Kg, VO) a cada 24 horas por
trés dias ou Dexametasona (DEXA) (1mg/kg, IP), a cada 24 horas por trés dias. O controle utilizado foi
salina (SAL) (0,8ml, por enema). Ao fim do terceiro dia, os animais foram submetidos a eutanésia e tiveram
5 cm da porgdo distal do seu intestino grosso coletado para avaliagdo macroscopica, conforme Morris et al
(1989). Os animais submetidos ao TNBS tiveram diferenca estatistica com elevagdo dos escores de Morris
em comparagdo ao grupo salina (p<0,05). Os animais com colite induzida tratados com PLS e DEXA
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apresentaram diferenca estatistica nos escores macroscopicos em relacdo ao grupo TNBS. Os resultados
sdo expressos em média + EPM dos escores macroscépicos de 6 animais por grupo. * p < 0.05 vs grupo
TNBS; # p < 0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste Newman — Keuls post hoc).

5.2 Peso iumido

O gréfico 2 mostra a avaliacdo do peso imido medida em mg de peso umido por
cm de leséo dos grupos SAL, TNBS, PLS 90 mg/kg v.o. e DEXA 1 mg/kg. Observou-se
aumento com significancia estatistica do peso Umido dos c6lons 72 horas ap6s a indugéo
da colite com TNBS em etanol a 50% (0,8ml, por enema) (0,95 + 0,06 g) quando
comparado ao grupo salina (0,26 = 0,01g). Houve reverséo significativa da lesdo nos
animais pré tratados uma hora antes da inducéo da colite, 24, 48 e 72 horas ap6s a inducao
da colite, com PLS (90mg/kg, v.o., por 3d) (0,44 + 0,03g) e DEXA (1mg/Kg, IP, 3d)
(0,51 £ 0,04g) quando comparados ao grupo TNBS (p<0,05).
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Gréfico 2 — Avaliacdo do peso intestinal imido no terceiro dia apés a indugéo da colite por TNBS. Os
animais com colite induzida com TNBS em etanol a 50% (0,8ml, por enema), foram tratados com
Polissacarideo sulfatado da Alga Digenea simplex (PLS) (90mg/Kg, VO) a cada 24 horas por trés dias ou
Dexametasona (DEXA) (1mg/kg, IP), a cada 24 horas por trés dias. O controle utilizado foi salina (SAL)
(0,8ml, por enema). Ao fim do terceiro dia, os animais foram submetidos a eutanasia e tiveram 5 cm da
porcéo distal do seu intestino grosso coletado para afericdo do peso Umido. Ratos submetidos ao TNBS
tiveram elevacdo significativa do peso Umido intestinal quando comparado ao grupo salina, efeito este,
prevenido pelo tratamento com PLS e DEXA. Os resultados séo expressos em média + EPM dos escores
macroscopicos de 6 animais por grupo. * p < 0.05 vs grupo TNBS; # p < 0,05 vs grupo salina (ANOVA
seguido pelo teste Newman — Keuls post hoc).
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5.3 Escores histopatolégicos

O escore microscopico de atividade inflamatoria segundo Appleyard, Wallace
(1995) foi aplicado as laminas de intestino coradas com HE. Observando as imagens da
figura 4 e os valores dos escores descritos na tabela 3, verifica-se que os animais
submetidos a colite por TNBS em etanol a 50% (0,8ml, por enema) apresentaram aumento
na pontuagdo desses escores em relacdo ao grupo salina (p<0,05), e essa significancia
deveu-se principalmente a perda de arquitetura mucosa e ao infiltrado celular (tecido
conjuntivo principalmente) (Figura 4b). Os animais com colite induzida por TNBS
tratados com PLS (90mg/Kg), por trés dias ou DEXA (1mg/Kg) por trés dias,
apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao grupo TNBS (p<0,05), em valores

semelhantes ao grupo salina. (Figura 4c) (Figura 4d) (Figura 4b).

Figura 4 — A fracdo de polissacarideo extraido da alga Digenea simplex melhora as alteracdes
histopatolégicas em colite induzida por TNBS. Fotomicrografia (150X, escala 50um) de célon de ratos
controle (a), TNBS (b), TNBS + PLS (90 mg/kg, v.0.) (c) e TNBS + DEXA (1 mg/kg, i.p.) (d),
respectivamente. Pode-se observar que a indugdo por TNBS resulta em perda da arquitetura da mucosa,
intensa infiltragdo celular (b, seta). O tratamento com D. simplex foi capaz de reverter estas alteragdes.

Parametros histoldgicos Escore Médio
SAL TNBS TNBS + PLS TNBS +
DEXA
Perda da arquitetura da mucosa 0(0-1) 3(2-3)* 0(0-1)" 1(0-1)"
Infiltracdo celular 0(0-1) 3(2-3)* 1(0-1)" 1(0-1)"
Espessamento da muscular 0(0-1) 3(2-3)* 0(0-1)" 1(0-1)"
Abcesso de cripta 0 (0-0) 1(1-1)* 0(0-1)" 0(0-1)"
Deplecdo de células caliciformes 0 (0-0) 1(1-1)* 0(0-0)" 0(0-1)"
Escore Total de danos 0 11 1 3

Tabela 3 — Escores microsc6picos no intestino, no terceiro dia apés a inducéo da colite por TNBS. Os
animais com colite induzida com TNBS em etanol a 50% (0,8ml, por enema), foram tratados com o
Polissacarideo sulfatado da Alga Digenea simplex (PLS) (90mg/Kg, VO) a cada 24 horas por trés dias ou
Dexametasona (DEXA) (1mg/kg, IP), a cada 24 horas por trés dias. O controle utilizado foi salina (SAL)
(0,8ml, por enema). Na avaliagdo das laminas coradas pelo método H-E, foi realizado analise microscopica
conforme Appleyard, Wallace (1995). Os animais dos grupos PLS e DEXA apresentaram diferenca



24

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo TNBS. Os resultados dos escores histoldgicos sédo
expressos em média + EPM (n = 6) * p < 0.05 vs grupo salina; # p < 0,05 vs grupo TNBS (Kruskal-
Wallis/Teste de Dunn).

5.4 Infiltracdo neutrofilica no colon — Atividade da MPO

A avaliacdo da atividade da enzima MPO em UMPO/mg de tecido dos grupos
SAL, TNBS e PLS 90 mg/kg esta expressa no grafico 3.

A avaliacéo da infiltracdo neutrofilica foi mensurada a partir da atividade da MPO.
Apos trés dias de inducédo da colite, amostras dos c6lons foram submetidas a ensaio para
determinacdo da atividade de MPO. Os animais submetidos a colite por TNBS
apresentaram aumento na infiltracdo de neutréfilos (18,84 + 5,224 unidades de MPO/mg
de tecido col6nico) em relacdo ao grupo de animais tratados com PLS (90m/Kg), por trés

dias (1,908 * 1,559 unidades de MPO/mg de tecido colbnico).
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Gréfico 3 — Atividade da MPO no intestino no terceiro dia ap6s a inducéo da colite por TNBS. Os
animais com colite induzida por TNBS em etanol a 50% (0,8ml, por enema), foram tratados com o
Polissacarideo sulfatado da Alga Digenea simplex (PLS) (90mg/Kg, VO) a cada 24 horas por trés dias. O
controle utilizado foi salina (SAL) (0,8 ml, por enema). Amostras dos co6lons foram submetidas a ensaio
para determinacdo da atividade de MPO. Os animais do grupo TNBS apresentaram aumento na infiltracdo
de neutrofilos para o colon em relagdo ao grupo SAL (*p<0,05). Os animais com colite induzida por TNBS
tratados com PLS (90m/Kg), por trés dias apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao grupo TNBS.
Os resultados sdo expressos em média + EPM de 6 animais por grupo. * p < 0.05 vs grupo TNBS; # p <
0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste Newman — Keuls post hoc).
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5.5 Concentracdo de MDA no intestino

No grafico 4 pode-se observar a avaliacdo da atividade de MDA em nmol/g de
tecido dos grupos SAL, TNBS e PLS 90 mg/kg.

Apos trés dias de inducdo da colite, a concentragdo de MDA foi mensurada nas
amostras dos tecidos. Os animais submetidos a colite por TNBS em etanol a 50% (0,8ml,
por enema) apresentaram aumento (p<0,05) na concentracdo (162,5 = 25,63 nmol/g de
tecido) de MDA no co6lon em relacéo ao grupo salina (65,07 £ 17,93 nmol/g de tecido).
Os animais com colite induzida por TNBS tratados com PLS (90mg/Kg) inibiu 0 aumento
de MDA (15,91 + 2,249 nmol/g de tecido) no tecido da mucosa inflamada.
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Gréfico 4 — Concentracdo de MDA no tecido intestinal no terceiro dia ap6s a inducéo da colite por
TNBS. Os animais com colite induzida por TNBS em etanol a 50% (0,8ml, por enema), foram tratados
com o Polissacarideo sulfatado da Alga Digenea simplex (PLS) (90mg/Kg, v.0.) a cada 24 horas por trés
dias. O controle utilizado foi salina (SAL) (0,8ml, por enema). A concentracdo de MDA foi avaliada em
amostras do tecido intestinal ao final do terceiro dia e comparadas com os controles. Os animais que foram
submetidos ao TNBS aumentaram significativamente a concentracdo de MDA, comparado ao grupo salina,
esse efeito foi inibido pela acdo de PLS. Os resultados sdo expressos em média + EPM de 6 animais por
grupo. * p < 0.05 vs grupo TNBS; # p < 0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste Newman —
Keuls post hoc).
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5.6 Concentragdo de GSH no intestino

O gréafico 5 mostra a avaliacdo da atividade de GSH em mg/g de tecido dos grupos
SAL, TNBS e PLS 90 mg/kg.

Apos trés dias de inducdo da colite, a concentracdo de GSH foi mensurada nas
amostras dos tecidos. Os animais submetidos a colite por TNBS em etanol a 50% (0,8ml,
por enema) apresentaram reducdo na concentracdo (p<0,05) de GSH no colon (91,56 +
14,96 mg/g de tecido) em relacdo ao grupo salina (240,2 + 18,55 mg/g de tecido). O
tratamento durante 3 dias com PLS na dose de 90 mg / kg de evitou o consumo de GSH
(268,2 £ 17,62 mg/g de tecido), o qual se manteve a uma concentragdo muito mais elevada

quando comparada com o grupo controle TNBS.
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Grafico 5 — Concentragdo de GSH no tecido intestinal no terceiro dia ap6s a indugédo da colite por
TNBS. Os animais com colite induzida por TNBS em etanol a 50% (0,8ml, por enema), foram tratados
com o Polissacarideo sulfatado da Alga Digenea simplex (PLS) (90mg/Kg, VO) a cada 24 horas por trés
dias. O controle utilizado foi salina (SAL) (0,8ml, por enema). A concentracdo de GSH foi avaliada em
amostras do tecido intestinal ao final do terceiro dia e comparadas com os controles. Os animais que foram
submetidos ao TNBS reduziram significativamente a concentracdo de GSH, comparado ao grupo salina. O
grupo PLS aumentou significativamente o nivel de GSH, comparado ao grupo TNBS. Os resultados s&o
expressos em média + EPM de 6 animais por grupo. * p < 0.05 vs grupo TNBS; # p < 0,05 vs grupo salina
(ANOVA seguido pelo teste Newman — Keuls post hoc).



27

5.7 Dosagem de Nitrato e Nitrito

A avaliacdo das dosagens de nitrato e nitrito em pM nos grupos SAL, TNBS e
PLS 90 mg/kg esta representada no grafico 8.

A concentracdo de nitrato e nitrito foi mensurada, apds trés dias de inducéo da
colite, nas amostras dos célons. Os animais submetidos a colite por TNBS em etanol a
50% (0,8mL, por enema) apresentaram aumento na concentracdo (0,6638 + 0,045 uM)
de nitrato e nitrito no célon em relacéo ao grupo salina (0,2907 + 0,012 uM). O tratamento
de PLS reduziu os niveis de nitratos e nitrito de (0,3218 + 0,014 uM ) no dano intestinal
causado por TNBS no colon (p<0,05).
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Grafico 6 - Avaliacdo da concentracao de Nitrato e Nitrito no tecido intestinal no terceiro dia apds a
inducéo da colite por TNBS. Os animais com colite induzida por TNBS em etanol a 50% (0,8ml, por
enema), foram tratados com Polissacarideo sulfatado da Alga Digenea simplex (PLS) (90mg/Kg, VO) a
cada 24 horas por trés dias. O controle usado foi salina (SAL) (0,8ml, por enema). A concentracao de nitrato
e nitrito foi avaliada em amostras do tecido intestinal ao final do terceiro dia de inducdo da colite e
comparadas com o grupo TNBS. Ratos submetidos ao TNBS aumentaram significativamente a
concentragdo de nitrato e nitrito, comparado ao grupo salina e no grupo PLS reduziram significativamente.
Os resultados séo expressos em média + EPM de 6 animais por grupo. * p < 0.05 vs grupo TNBS; # p <
0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste Newman — Keuls post hoc).
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5.8 Dosagem da citocina IL-1p

Pode-se observar no grafico 6 a avaliacdo da atividade da citocina IL-1p em pg/ml
de tecido dos grupos SAL, TNBS e PLS 90 mg/kg.

A concentragdo de IL-1p foi mensurada, apos trés dias de inducdo da colite, nas
amostras dos célons. Os animais submetidos a colite por TNBS em etanol a 50% (0,8mL,
por enema) apresentaram aumento na concentracao de IL-1p (6630,0 + 561,5 pg/ml) no
colon em relacédo ao grupo salina (187,4 + 31,65 pg/ml). Os animais com colite induzida
por TNBS tratados com PLS (90mg/Kg) por trés dias, apresentaram reducgéo significativa
(2899,0 £ 861,3 pg/ml) da citocina.
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Gréfico 7 — Avaliacdo da concentracdo de IL-1f no tecido intestinal no terceiro dia apés a indu¢édo
da colite por TNBS. Os animais com colite induzida por TNBS em etanol a 50% (0,8ml, por enema),
foram tratados com Polissacarideo sulfatado da Alga Digenea simplex (PLS) (90mg/Kg, VO) a cada 24
horas por trés dias. O controle usado foi salina (SAL) (0,8ml, por enema). A concentracdo de IL-1pB foi
avaliada em amostras do tecido intestinal ao final do terceiro dia de indugdo da colite e comparadas com o
grupo TNBS. Ratos submetidos ao TNBS aumentaram significativamente a concentracdo de IL-1p,
comparado ao grupo salina, esse efeito foi inibido pela agdo de PLS. Os resultados sdo expressos em média
+ EPM de 6 animais por grupo. * p < 0.05 vs grupo TNBS; # p < 0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido
pelo teste Newman — Keuls post hoc).
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5.9 Dosagem da citocina TNF — a

No grafico abaixo observa-se a avaliacdo da atividade da citocina TNF — o em
pg/ml de tecido dos grupos SAL, TNBS e PLS 90 mg/kg.

A concentracdo de TNF-a foi mensurada, apés trés dias de indugdo da colite, nas
amostras dos célons. Os animais submetidos a colite por TNBS em etanol a 50% (0,8mL,
por enema) apresentaram aumento na concentragcdo de TNF-a (104,3 + 21,54 pg/ml) no
colon em relacédo ao grupo salina (26,99 £ 7,771 pg/ml). Os animais com colite induzida
por TNBS tratados com PLS (90mg/Kg) por trés dias, apresentaram redugdo na
concentracdo (16,74 + 10,60 pg/ml) da citocina (p<0,05) (Grafico 7).
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Grafico 8 — Avaliacao da concentracdo de TNF - a no tecido intestinal no terceiro dia apés a indugao
da colite por TNBS. Os animais com colite induzida por TNBS em etanol a 50% (0,8ml, por enema),
foram tratados com foram tratados com Polissacarideo sulfatado da Alga Digenea simplex (PLS) (90mg/Kg,
VO) a cada 24 horas por trés dias. O controle usado foi salina (SAL) (0,8ml, por enema). A concentracao
de TNF - o foi avaliada em amostras do tecido intestinal ao final do terceiro dia de indugdo da colite e
comparadas com o grupo TNBS. Ratos submetidos ao TNBS aumentaram significativamente a
concentragdo de IL-1B, comparado ao grupo salina, e no grupo PLS reduziram significativamente. Os
resultados séo expressos em média + EPM de 6 animais por grupo. * p < 0.05 vs grupo TNBS; # p < 0,05
vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste Newman — Keuls post hoc).
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6 DISCUSSAO

As Doencas inflamatorias intestinais (DIIs) descrevem condigdes inflamatorias
crénicas e recidivantes do trato intestinal. Comumente estuda-se dois tipos de Dlls, que
sdo a Doenca de Crohn (DC) e Retocolite ulcerativa (RCU). A DC é caracterizada por
uma inflamag&o ao longo de todo o trato gastrointestinal, com lesdes mais comumente
encontrados no intestino delgado e célon proximal. Aproximadamente 60% dos pacientes
com DC tém envolvimento do célon, com apenas 20% portadores de doenca do colon
isolado. Na DC, a inflamacéo é transmural, atravessando vérias camadas do intestino, e,
tipicamente, ocorre de forma descontinua (KRAAK, GROS, BEAUCHEMIN, 2015).

A fisiopatologia das doencas inflamatorias intestinais envolve multiplos fatores:
infecciosos, ambientais, genéticos e respostas imunoldgicas anormais. Ha fortes
evidéncias que, nessa situacao, a resposta inflamatéria na mucosa intestinal se caracteriza
por aumento das concentragdes de citocinas pro-inflamatérias, com descontrole na
ativacdo imune (GOES, 2014).

Diversos ensaios clinicos tém utilizado fitoterapicos no tratamento das DIIs. Na
DC as ervas terapéuticas exercem o seu beneficio terapéutico por diferentes mecanismos,
o0s quais incluem regulacdo imune e atividade antioxidante. A Cannabis sativa € a planta
conhecida como maconha, e possui efeitos benéficos nos processos inflamatorios,
podendo apresentar efeito terapéutico nas DIIs através da inibicdo da inflamac&o do célon
por meio do sistema canabindide endégeno (XANTHOS et al, 2015).

Outro estudo mostrou que plantas a base da formula FAHF-2 tem sido muito
utilizadas na medicina tradicional chinesa para o tratamento de desordens
gastrointestinais, incluindo a colite. Foram comprovados efeitos anti-inflamatorios de
plantas a base da formula FAHF-2 em Dlls experimentais e humanas, sendo eles:
diminuigéo da produgéo de TNF-a, diminui¢do da colite progressiva em modelos animais,
diminuicdo da producao de citocinas pro-inflamatdrias. A formula FAHF-2 teve um efeito
imunomodulador na mucosa do célon inflamado. Os resultados sugerem que FAHF-2
pode ter um efeito benéfico sobre o perfil imunoldgico relacionado com a DC (SONG et
al, 2014).

Vérios sdo os fatores descritos como causadores de doencas inflamatdrias
intestinais. Na tentativa de elucidar os possiveis mecanismos envolvidos na fisiopatologia
dessas doengas foram desenvolvidos varios modelos de doengas inflamatorias intestinais.

Esses modelos de colite experimental servem como ferramentas para a avaliagdo preé-
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clinica da eficacia de novos tratamentos. Eles exibem algumas das caracteristicas
fenotipicas e fisiopatologicas das DIls humanas. No presente estudo, foi utilizado o
modelo de colite induzida pela administracdo de solucdo de TNBS em etanol a 50% em
ratos Wistar. A inducgdo da colite feita a partir da administracdo colénica de TNBS em
solucéo de etanol é um modelo de facil inducéo, baixo custo, razoavelmente reprodutivel
e pode ser aplicado em ratos, coelhos e camundongos. Nesse modelo, o etanol quebra a
integridade epitelial permitindo a penetragdo do TNBS, com consequente
desenvolvimento da colite com caracteristicas semelhante as DllIs. Nesse contexto, tem-
se estudado as DIIs em modelos de animais na tentativa da elucidacao da fisiopatologia
da DC e para testar novas terapias (MORRIS et al, 1989).

Durante o processo inflamatorio ocorre migracdo de leucdcitos e de células
fagociticas para o sitio da lesdo. A migracédo leucocitaria, processo no qual as células séo
atraidas para o tecido lesado, denomina-se quimiotaxia. Varias células estdo envolvidas
nesta fase da resposta inflamatdria, dentre elas as fagociticas que sdo constituidas
principalmente por neutréfilos. Caso a inflamag&o persista, ocorre também na rea lesada
uma infiltracdo de células do tipo mononucleares incluindo-se macrofagos e mondcitos.
As citocinas sdo mediadores extremamente importantes na resposta inflamatdria
(CUNHA, 2012).

Ainda segundo Cunha (2012), as citocinas sdo pequenas proteinas, com peso
molecular de 8 a 40 kDa, que podem ser produzidas em todos os tecidos e pela maioria
das células dos sistemas imune inato e adaptativo. Dentre as diversas citocinas pro-
inflamatorias, 0 TNF-a possui um importante papel inicial na resposta inflamatoria. Essa
citocina € um potente ativador de neutr6filos mediando a quimiotaxia, além de ser capaz
de causar alteracOes de permeabilidade vascular. A IL-1B é uma citocina presente na
resposta imune inata. E produzida por macrdfagos, neutréfilos, células epiteliais e outras
citocinas como 0 TNF-a.

Varios estudos da literatura vém propondo que uma das hip6teses para a instalagcdo
da fisiopatologia da Doenca de Crohn é a falha na producdo de substancias pro-
inflamatorias agudas responsaveis por atrairem neutrdfilos para o foco da infeccéo.
Dentre essas substancias, estdo as citocinas, como por exemplo, a IL-13 ¢ 0 TNF-a. A
liberacdo dessas citocinas por macrofagos é essencial para a ativacdo e atracéo
neutrofilica para o local da les&o tecidual e para o inicio do combate contra a proliferacao
da doenga (STROBER, FUSS, BLUMBERG, 2002). Outro dado da literatura mostrou

que pacientes com Doenca de Crohn apresentavam falha na migracao de neutréfilos ndo
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sO para o foco da infecgcdo, mas tambeém para uma regido distante do foco primario da
lesdo (c6lon) e que essa falha viria associada também com a diminuigdo da producéo de
citocinas, como por exemplo, a IL-10 (MARKS et al., 2006).

Estudos mostraram que outras terapias alternativas também podem auxiliar no
tratamento da DC. Foi demonstrado que moxabustdo e a acupuntura sdo tratamentos
eficazes e seguros, porém, o seu mecanismo terapéutico ainda ndo foi completamente
esclarecido. Em um ensaio realizado em pacientes com DC comprovou-se que esses
tratamentos restauraram o equilibrio entre células intestinais aliviando a inflamacéo e
recuperando a funcgdo intestinal (ZHAO et al, 2015).

O Fucoidan é um produto natural marinho, pertencente a uma classe de polimeros
ricos em fucose. Estudos mostraram que os fucoidans exibem multiplas bioatividades
incluindo efeitos anti-inflamatdrios potentes. Em modelo de colite induzida por DSS, os
ratos foram tratados uma vez por dia durante 7 dias, com fucoidanos via oral. O quadro
clinico da doenca foi monitorado diariamente e pode-se observar reducdo de edema,
diminuicdo nos danos do célon e infiltracdo das células inflamatdrias, com reducdo na
producdo de citocinas pro-inflamatérias. O tratamento com fucoidan oral reduziu
significativamente a inflamacdo na colite induzida por DSS, e, portanto, poderia
representar uma nova op¢ao terapéutica para a doenga inflamatdria intestinal (LEAN et
al, 2015).

Muitas algas marinhas e seus componentes isolados demonstraram propriedades
terapéuticas benéficas, incluindo analgésicos, anti-inflamatérios e a¢bes gastroprotetoras
(BRITO et al, 2014; PEREIRA et al, 2014).

O primeiro parametro inflamatério avaliado foi a macroscopia. Trata-se de um
modelo experimental utilizado para se avaliar a resposta inflamatéria.

Os critérios macroscépicos de lesdo sdo importantes parametros para se avaliar a
DC devido a mesma apresentar caracteristicas peculiares tais como: presenca de areas
avermelhadas, espessadas, com exsudato, além de areas de intestino lesado separadas por
areas de intestino com aparéncia macroscopicamente normal, chamadas areas salteadas,
sdo encontradas comumente (ARAUJO et al, 2011). Os resultados desse estudo
mostraram inicialmente que o polissacarideo extraido da alga D. simplex possui eficacia
contra os danos causados pelo TNBS na colite em ratos, pois 0 grupo PLS apresentou
reducdo significativa dos escores macroscopicos nos ratos examinados. De acordo com
estes resultados pode-se inferir que o PLS produz efeito anti-inflamatério em colite

induzida por TNBS em ratos.
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Nesse estudo pode-se perceber que nos animais do grupo TNBS ocorreu aumento
nas alteracbes microscopicas confirmando aquelas observadas nos pardmetros
macroscopicos. Os animais apresentaram principalmente perda de arquitetura da mucosa
e presenca de infiltrado celular quando comparados com 0s outros grupos em estudo. No
grupo de animais tratados com PLS houve uma reducdo dessas alteracdes, confirmando
que o polissacarideo da alga Digenea simplex reverteu a inflamac&o.

Os dados apresentados corroboram com o estudo em que a colite induzida por
TNBS e tratada com o polissacarideo da alga Gracilaria birdiae produziam a reducao dos
parametros microscopicos (BRITO et al, 2014). As alteracbes macroscopicas e
microscopicas estdo associadas com a producdo excessiva de citocinas pré-inflamatorias
(LEAN et al, 2015).

Um estudo realizado com o bioproduto ndo marinho conhecido como absinto,
demonstrou que 20 pacientes com a DC ativa ao receberem p6 seco de absinto, revelou
que apos 6 semanas de tratamento, 80% dos pacientes alcancaram melhora da Doenga de
Crohn. Outro achado revelou que estudos clinicos pilotos realizados com Boswellia
serrata verificaram seu potencial no tratamento das DIls. Em um estudo realizado com
102 pacientes, constatou-se que em média 90 pacientes apresentaram reducdo média na
DC ativa (XANTHOS et al 2015).

Foi verificado que os animais do grupo TNBS tiveram aumento significativo do
peso Umido de seus célons enquanto que os animais do grupo PLS apresentaram reducao
desse parametro, indicando diminui¢do do peso umido. O peso Umido do tecido do colon
inflamado € considerado um indicador macroscopico da gravidade e a da extensdo da
resposta inflamatoria. Ele reflete a magnitude do edema e infiltrado celular no tecido
estudado (BUSSEROLLES et al., 2005).

Foram propostos protocolos que avaliassem a influéncia das colites sobre a
migracdo de células inflamatorias, como por exemplo, a Mieloperoxidase (MPO), que
avaliou a migracdo de neutréfilos para o célon dos grupos em estudo.

A fracdo do PLS diminuiu a atividade da MPO. A MPO ¢ a principal enzima
presente nos granulos azuréfilos dos neutrofilos (CRUZ, 2010). A enzima MPO ¢é
utilizada como marcador da infiltracdo neutrofilica, da inflamacéo e da leséo tecidual nos
tecidos gastrointestinais (MARCELINO, 2012). A reducdo da MPO no grupo PLS
confirmada pela diminuig¢éo dos danos na mucosa reafirma os resultados dos parametros
microscopicos, que apresentou reversdo da infiltragdo neutrofilica. Demonstrando a

funcdo do polissacarideo, dados na literatura mostram que o polissacarideo da alga
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Agardhiella ramosissima testada como anti-inflamatoria apresentou reducdo da
infiltracdo neutrofilica através da diminuicéo dos niveis da enzima MPO.

Na resposta inflamatoria a patdgenos e a injdrias teciduais por estimulos quimicos
e fisicos uma das caracteristicas principais € o recrutamento de células
polimorfonucleadas para o foco da inflamagdo. ApoOs serem ativadas por substancias
inflamatorias, os neutrdfilos produzem citocina, que atraem outros neutréfilos e outras
células do sistema imune (DAL SECCO et al., 2006).

O recrutamento e ativacdo dos neutrdfilos durante o processo inflamatdrio
contribui para o aumento da producdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio
sobrecarregando os mecanismos de protecdo antioxidante dos tecidos elevando com isso,
a inflamacdo do célon. O estresse oxidativo tem mostrado forte relacdo com a patogénese
da doenca inflamatoria intestinal (CUZZOCREA et al., 2001).

Segundo Ciacci et al (2013), a fruta kiwi possui alto teor de compostos
antioxidantes e recentemente foram relatadas propriedades anti-inflamatorias. O peptideo
Kissper presente no kiwi foi testado em modelos intestinais humanos e verificou-se seu
efeito protetor no intestino humano. Este estudo revela que ndo somente produtos
marinhos possuem efeitos benéficos nas Dlls.

Os compostos antioxidantes desempenham um importante papel em varias
condic@es patoldgicas, incluindo a inflamacao, doencas neurodegenerativas e cancer. Na
literatura foi relatado que os PLSs possuem atividade antioxidante, tais como os extraidos
de algas marinhas, protegem contra a morte celular devido a sua capacidade em degradar
espécies reativas de oxigénio excessivas (COSTA et al, 2010).

A colite induzida por TNBS experimentalmente aumenta a producdo de
peroxidacdo lipidica. Os radicais livres de oxigénio podem provocar disturbios nos
sistemas bioldgicos por afetarem uma variedade de seus constituintes moleculares
(lipidios, proteinas, carboidratos e DNA). Residuos de acidos graxos poli-insaturados nas
proteinas apresentam uma estrutura quimica que os torna alvo particularmente
vulneraveis para a oxidacdo pelos radicais livres (peroxidacdo de lipidios) (PAIVA,
2004).

Durante a inflamagdo que ocorre na DC, o MDA, que é o produto final da
peroxidacao lipidica, € produzido por conta da infiltracdo neutrofilica que foi atraida pela
acao das citocinas ocorre a producéo dos radicais livres por conta dos danos teciduais
resultantes da inflamagéo (PAIVA, 2004). O MDA possui agdo genotdxica e citotdxica,

encontrando-se em niveis elevados em algumas patologias relacionadas com o estresse
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oxidativo (ANTUNES et al., 2008). Os resultados demonstraram em primeiro lugar que o
PLS reduziu concentracdes de MDA na mucosa col6nica inflamada quando comparado
ao grupo TNBS. Estes resultados sugerem que o efeito gastroprotetor do PLS pode ser
secundario a uma diminuicdo na producao de radicais livres, o que indica a possibilidade
de atividade antioxidante nesta alga marinha. Portanto, os polissacarideos sulfatados
podem ser novos agentes terapéuticos por inibir os danos causados por radicais livres em
excesso.

Além do MDA foram analisados os niveis de GSH, pois este é considerado o
principal antioxidante intracelular, esta presente na maioria das celulas, sendo
fundamental em diversas func6es bioldgicas, minimizando o estresse oxidativo, levando
a remocdo de hidroperoxidos e auxiliando na estabilizacdo das membranas bioldgicas
(PANJAMURTHY et al., 2005). O GSH pode ser considerado um dos agentes mais
importantes no sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesao
resultante da exposicgéo a agentes (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

A GSH constitui um dos principais mecanismos citoprotetores contra a formacéo
de Ulceras, atua como um antioxidante importante na manutencdo da integridade da
mucosa mantendo os grupos sulfidrila (-SH) reduzidos e impedindo-os de reagir com
radicais (CNUBBEN et al, 2001). O dano oxidativo no tecido do colon é um potencial
etiologico ou fator desencadeador de DII, porque os efeitos prejudiciais de moléculas
reativas de oxigénio tém sido bem estabelecido no processo de inflamacéo (PAVLICK et
al, 2002). De acordo com estudos prévios foi demonstrado que radicais livres citotoxicos
e niveis baixos de compostos sulfidrilicos estdo associados com danos teciduais gastricos
(PAIVA, 2004).

Nesse estudo, observou-se altos niveis de GSH no grupo PLS quando comparados
ao grupo TNBS. Esses dados sugerem que grande quantidade de GSH foi produzida no
grupo PLS, levando a uma diminuicdo no dano na mucosa. Reforcando este resultado, em
um estudo com o polissacarideo da alga Hypnea musciformis, foi demonstrado que ap6s
a inducdo de danos gastricos a mesma apresentou efeito protetor reduzindo os niveis de
MDA e aumentando os niveis de GSH (DAMASCENO et al, 2013).

O oxido nitrico é um radical livre com reatividade moderada. A sua producdo em
grandes quantidades através da regulacéo positiva de dxido nitrico sintetase induzivel
(iINOS) pode inibir enzimas-chave da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
(PACHER, BECKMAN, LIAUDET, 2007). Além disso, niveis elevados de 6xido nitrico

a partir de iNOS ativado sdo toxicos e podem danificar o tecido diretamente através da
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formacé&o de peroxinitrito apds a reagdo com superéxido (KOLIOS, VALATAS, WARD,
2004). Produtos de sua oxidagdo, nitritos e nitratos, sdo os principais metabolitos que
podem ser usados como indicadores da producdo de oxido nitrico (ON) (ORIDA, LAl,
2000).

Recentemente um estudo com colite induzida por TNBS utilizou o PLS extraido
da alga Gracilaria birdiae, e mostrou que a mesma reduziu os produtos de degradacao do
ON (NO3/NO») (BRITO et al, 2014). Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que
0 grupo tratado com o PLS da alga D. simplex apresentou reducéo na concentracdo de
nitrato e nitrito na mucosa intestinal de ratos com colite induzida por TNBS. Assim, pode-
se inferir que o PLS tem agdo anti-inflamatoria contra a lesdo intestinal, diminuindo a
formacéo de radicais livres.

Drogas como corticosteroides, aminosalicilatos e imunossupressores que visam
diminuir a inflamacéo, mostram eficacia limitada a longo prazo e estdo associados com
efeitos colaterais significativos. Fucoidan é um produto natural marinho pertencente a
uma classe de polimeros ricos em fucose. Os fucoidans exibem diversas bioatividades
que tem sido relatadas em varios estudos pré-clinicos. O extrato oral de fucoidan diminuiu
danos no colon, infiltracdo celular, edema e a producdo das citocinas pré-inflamatorias
(LEAN et al, 2015).

IL-1PB ¢ TNF-a sdo citocinas pro-inflamatorias potentes que tem maultiplos efeitos,
incluindo a ativacdo de células inflamatorias, a inducdo de diversas proteinas
inflamatdrias, citotoxicidade, formacdo de edema, e a migracdo de neutrofilos
(ROSENBAUM, BONEY, 1991). Os resultados demonstram que o PLS diminuiu a
concentracgéo das citocinas na mucosa intestinal inflamada. Estes resultados sugerem que
o efeito anti-inflamatorio de PLS pode ocorrer através da inibicao de citocinas envolvidas
na colite induzida por TNBS.

As citocinas funcionam como mediadores responsaveis por muitas caracteristicas
da inflamag&o como o recrutamento de neutrofilos e células mononucleares (FIOCCHI et
al, 1989). A adesdo de leucdcitos e recrutamento sdo aumentadas nos microvasos na
doenca cronica, mediada, em parte, pela regulacdo positiva de moléculas de adesao de
celulas endoteliais vasculares e por TNF-a ¢ IL-1p. Assim, estes resultados mostraram
que o PLS tem uma a¢do na reducdo da resposta inflamatoria por meio da inibicdo da
producdo das citocinas pro-inflamatorias de lesbes intestinais de colite induzida por
TNBS em ratos. Um possivel mecanismo pode envolver a regulagdo negativa da resposta

inflamatoria através da inibicdo da sintese e liberacdo de mediadores pro-inflamatorios.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados pode-se concluir que o polissacarideo
sulfatado da alga marinha Digenea simplex, em modelo de colite em ratos na dosagem de
90mg/kg possui agdo anti-inflamatdria, pois foi capaz de reduzir diversos parametros
inflamatorios tais como critérios macroscopicos e microscdpicos, peso Umido, niveis de
IL-1B e TNF-a, mieloperoxidase e malondialdeido. Observou-se também que 0s niveis
de nitrato e nitrito foram reduzidos durante o tratamento com o polissacarideo, reduzindo,
pois, o estresse oxidativo. Este polissacarideo sulfatado aumentou os niveis de glutationa,
inferindo-se que esta alga possua propriedade gastroprotetora.

Em suma, pode-se inferir dos resultados encontrados no presente estudo que a alga
marinha Digenea simplex possui propriedades anti-inflamatdria e antioxidante. Ressalta-
se a possibilidade de que através de estudos mais aprofundados, esta alga futuramente
possa ser inserida como tratamento natural e alternativo para pacientes portadores da
Doenca de Crohn, pois a mesma além de reduzir o processo inflamatorio desta doenca de
maneira similar ao tratamento utilizado atualmente, possa causar menos efeitos colaterais

ao paciente.
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APENDICE

TECNICAS UTILIZADAS EM HISTOLOGIA

Inicialmente as amostras passaram pela fixacdo, sendo que a primeira etapa foi a
desidratacdo, quando ocorre a retirada da 4gua dos tecidos e a sua substituicdo por alcool
através da imersdo em alcoois que possuem concentracdes crescentes. A diafanizacédo é a
etapa seguinte, com a substituicdo do alcool, agora presente nos tecidos, por Xilol.
Finalmente, na impregnacgdo, o xilol foi substituido por parafina fundida a 80° em
pequenos blocos. Neste momento a catalogagdo do bloco foi realizada para posterior
identificacdo da peca.

A etapa da microtomia consistiu, basicamente, em utilizar um micrétomo para
obter cortes sucessivos, delgados e uniformes, a partir dos blocos de parafina com as
pecas incluidas. Foram obtidos cortes com 6 micrémetros.

Os cortes obtidos a partir do micrétomo foram transferidas para um banho-maria,
com o auxilio de uma pinca, para serem distendidas. A agua do banho-maria estava a
53°C. Nesta etapa, sdo retiradas as dobras e evitadas as bolhas abaixo do corte. Apds a
distensdo, os cortes foram separados individualmente, utilizando-se laminas de vidro
previamente limpas com detergente e alcool 70% e previamente secas. Antes da utilizacao
das laminas, estas foram revestidas com uma fina camada de albumina para facilitar a
adesdo da peca. As laminas com os cortes agora aderidos foram separadas para secagem
por 24 horas.

A coloracdo consiste numa etapa muito importante para a visualizacdo das
estruturas do tecido. Normalmente s&o utilizados corantes hidrossolUveis, sendo
necessario, deste modo, a remocdo da parafina da peca que foi preparada nas etapas
descritas anteriormente e que permanece na ldamina de vidro. Os corantes mais utilizados
nos procedimentos histoldgicos sdo a Hematoxilina e a Eosina (HE).

Para corar pecas incluidas em parafina é necessaria a retirada da parafina e a
hidratagdo da peca. Este procedimento foi realizado a partir de uma seqiiéncia de banhos
em xilol, &lcool e agua, inversamente ao procedimento executado na etapa de incluséo. O

procedimento foi 0 seguinte:

* Banho de xilol 1I 7min

* Banho de xilol | 3min
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« Alcool 100% 7min
« Alcool 90% 2min
« Alcool 75% 2min
« Alcool 50% 2min
« Alcool 30% 2min
« Agua destilada I 2min
« Agua destilada II 2min

Ap0s a hidratacéo, os cortes foram corados com a técnica de hematoxilina-eosina

conforme a seguir:

1°) Corar em hematoxilina por 2min;
2°) Lavar em &gua corrente por 3,5min;
3°) Corar em eosina por 5min;

4°) Lavar em &gua corrente por 3min.

A montagem final da lamina consistiu em depositar uma gota de resina liquida
sobre o corte que estava aderido a lamina de vidro e cobri-lo com uma laminula. Nesta
etapa evitou-se a formagéo de bolhas de ar que costumam se formar na resina durante a
colocacdo da laminula. Finalmente a lamina foi catalogada. A resina depois de seca

garantiu uma lamina permanente que podera durar anos.
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ANEXO

CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL DA UFPI.

MINISTERIO DA EDUCAGAD

bt UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

%ﬁy _ PRO-REITORIA DE PESQUISA Fdrdend
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL P SUR - S

Campus Universitano Ministro Petronio Pontela, Bairrg Ininga, Teresina, Piaw Brasil, CEP 61043 550
felefone (86) 3215-5734 _e-mail. ceeapi@ufpi.edu br

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “O uso do polissacarideo sulfatado da
Digenea simplex (pls) como terapia alternativa para o tratamento da
Doenca de Crohn experimental induzida por tnbs em ratos”, protocolo n®
023/15, sob a responsabilidade de ANDRE LUIZ DOS REIE BARBOSA- que
envolve a produgao, manutengao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de Pesquisa
Cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6899, de 15 de jutho de 2009, € com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reunido na presente data

19/06/2015

Vigéncia do Projeto[Julhof 2015 a Fevereirof 2016 I
Espe’cig{rlﬁgbggem Rato heterogénico/ wistar - - _;
N° de Animais 72 ' -
Peso/ Idade 150-200g T
Sexo  |Fémeas ]
{Origem Biotério Central do CCA/UFPI l‘
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